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Povzetek 
Protibakterijske učinkovine uvrščamo med najpomembnejše in najpogosteje uporabljane 
skupine zdravil. Njihovo delovanje je usmerjeno na tarče, ki so po strukturi ali mehanizmu 
specifične za bakterijsko celico. Mednje uvrščamo bakterijsko celično steno oz. njen sestavni 
del, peptidoglikan. Večina protibakterijskih učinkovin, katerih delovanje je usmerjeno na 
zaviranje sinteze celične stene, vpliva na biosintezo peptidoglikana z zaviranjem številnih 
encimov, ki v njej sodelujejo. Najpomembnejši encimi, ki so udeleženi v ključnih korakih 
biosinteze, so penicilin vezoči proteini oz. PBP (penicillin-binding proteins). Ti encimi so 
glavna tarča β-laktamskih antibiotikov, saj le-ti posnemajo strukturo naravnega substrata D-
Ala-D-Ala. Po vezavi zavrejo biosintezo in popravilo peptidoglikana in s tem povzročijo 
celično smrt. Bakterije se proti antibiotikom borijo z razvojem številnih mehanizmov, s 
katerimi onemogočijo, da bi antibiotik dosegel svoj učinek. Zaradi hitrega širjenja 
bakterijske odpornosti je treba iskati nove učinkovine, ki bodo učinkovito delovale proti 
sevom bakterij, ki so razvile mehanizme odpornosti proti do zdaj znanim učinkovinam.  
 
Namen magistrske naloge je bila sinteza derivatov azetidin-2-ona, katerih tarča delovanja so 
encimi PBP v bakterijah. Spadajo med monobaktamske β-laktamske antibiotike in so zaradi 
svoje strukture zanimivi za sintezo novih derivatov. Kot izhodno spojino za sintezo smo 
uporabili 3-butenojsko kislino, ki smo jo najprej pretvorili v kislinski klorid in nato tvorili 
amidno vez do hidroksamske kisline. Nanjo smo vezali zaščitno benziloksikarbonilno 
skupino z uporabo benzil kloroformata. V naslednji stopnji smo s pomočjo broma izvedli 
ciklizacijo, pri čemer smo dobili disubstituiran štiričlenski azetidin-2-onski obroč. Sledila je 
odstranitev zaščite s hidroksilnega fragmenta in vezava alilne skupine. S tem smo dobili 
osnovno spojino, na katero smo z nadaljnjo sintezo uspešno uvedli dva različna substituenta 
na obroč na mesto C4. Nato smo odstranili alilno skupino, vezano na dušiku, in uvedli tosilno 
skupino. V zadnji sintezni stopnji, smo vezali azidno skupino na mesto C3 in hkrati odstranili 
tosilno skupino. Na azidno skupino smo skušali vezati fenilacetil klorid ter sulfitno skupino 
na N-hidroksi-β-laktam. 
 
Zaradi slabih izkoristkov posameznih stopenj reakcije nam ni uspelo sintetizirati končnih 
učinkovin. Uspešno smo izvedli deset- oz. enajst stopenjsko sintezo, od skupno štirinajstih 
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stopenj in pridobili dve spojini, ki sta se razlikovali v vezanem substituentu na mestu C4 
azetidin-2-onskega obroča. 
 
Ključne besede: Bakterijska odpornost, penicilin vezoči proteini (PBP), monobaktami, β-
laktamski antibiotiki, peptidoglikan. 
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Abstract 
Antibacterial agents are one of the most important and very commonly used groups of 
medicines. Their action is directed at targets that are by their structure or mechanism, specific 
to the bacterial cell. An important target is the bacterial cell wall or more specifically its 
component, peptidoglycan. Most antibacterial agents, whose action is aimed at inhibiting 
cell wall synthesis, act on peptidoglycan biosynthesis by inhibiting enzymes involved in its 
biosynthesis. The most important enzymes are penicillin binding proteins PBP. These 
enzymes are a major target of β-lactam antibiotics, as they mimic the structure of a substrate 
that otherwise binds to the enzyme. After binding, they inhibit the biosynthesis and repair of 
peptidoglycan, thereby causing cell death. Bacteria are fighting antibiotics by developing a 
number of mechanisms that prevent the antibiotic from achieving its effect. Due to the rapid 
spread of bacterial resistance, it is always necessary to look for new active substances that 
will work efficiently against strains of bacteria that have developed mechanisms of 
resistance to the known ingredients so far. 
 
The main goal of the work for the master's thesis was to synthesize azetidin-2-one 
derivatives, which are the targets of PBP enzymes in bacteria. They belong to the group of 
β-lactam antibiotics, called monobactams, which, because of their structure, are of interest 
for the synthesis of new derivatives. 3-Butenoic acid was used as the starting compound for 
synthesis. It was first converted to acid chloride and then by the formation of amide 
transformed to hydroxamic acid. Free hydroxylic part of the hydroxamic acid group was 
protected as benzyl hydroxamate using benzyl chloroformate. In the next step, the compound 
was cyclized using bromine to give a bisubstituted four-membered azetidin-2-one ring. This 
was followed by deprotection of the hydroxyl moiety and binding of the allyl group, resulting 
in the compound to which different substituents were successfully introduced at the C4 site. 
The nitrogen-bound allyl group was then removed and replaced by the tosyl group. In the 
final step, we bound the azide group to the C3 site and simultaneously removed the tosyl 
group. We tried to introduce the phenylacetyl group on the reduced azide moiety and the 
sulfite group on N-hydroxy-β-lactam. 
 
Due to the poor yields of the individual reaction steps, we were unable to synthesize the final 
substance. We successfully performed ten- or eleven step synthesis, from a total of fourteen 
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stages, and obtained two compounds that differed in the substituent bound at the C4 site of 
the azetidin-2-one ring. 
 
Keywords: Bacterial resistance, penicillin-binding proteins (PBP), monobactams, β-laktam 
antibiotics, peptidoglycan. 
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Seznam okrajšav 
Ala   alanin 
ATR   oslabljena popolna odbojnost (ang. Attenuated total reflectance) 
CDCl3   devteriran kloroform 
CbzCl   benzil kloroformat 
DIPEA  N,N-diizopropiletilamin 
DMSO-d6  devteriran dimetilsulfoksid 
ESBL   betalaktamaze razširjenega spektra (ang. Extended spectrum beta lactamases) 
ESI   ionizacija z razprševanjem v električnem polju (ang. Electropray ionisation) 
G-   po Gramu negativne 
G+   po Gramu pozitivne 
GlcNAc  N-acetilglukozamin 
Glu   glutaminska kislina 
HR-MS  masna spektrometrija visoke ločljivosti 
IR   infrardeča spektroskopija 
J   sklopitvena konstanta 
Lys   lizin 
MF   mobilna faza 
MS   masna spektrometrija 
Mur   muramil 
MurNAc  N-acetilmuraminska kislina 
NMR   jedrska magnetna resonanca 
OF   organska faza 
PBP   penicilin vezoči proteini (ang. Penicillin binding proteins) 
Pd/C   paladij na ogljiku 
Rf   retencijski faktor 
THF   tetrahidrofuran 
TLC   tankoplastna kromatografija 
TMS   tetrametilsilan 
TsCl   para-toluen-sulfonilklorid ali tosilklorid 
UDP-GlcNAc  uridin difosfat-N-acetilglukozamin  
UDP-MurNAc  uridin difosfat-N-acetilmuramil 
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1 Uvod  
Okužbe z mikroorganizmi so v preteklosti predstavljale največji zdravstveni problem, zato 
je bila težnja po raziskovanju vzrokov za njihov nastanek in zdravljenje zelo velika. Prvo 
sintezno protimikrobno učinkovino, imenovano salvarsan, je leta 1910 odkril Paul Erlich. 
Pri večini okužb je bila zaradi ozkega spektra delovanja in majhne selektivne toksičnosti 
problematična za uporabo. Pomembno prelomnico v zdravljenju infekcijskih okužb 
predstavlja odkritje sulfonamidov leta 1935, ki so bili vse do odkritja in začetka uporabe 
penicilinov edina varna in učinkovita skupina zdravilnih učinkovin za zdravljenje sistemskih 
okužb. Penicilin je, leta 1928, odkril Alexander Fleming, vendar je prišel v uporabo šele leta 
1940, ko so uspeli razviti učinkovito metodo za izolacijo učinkovine. V naslednjih 30-ih 
letih t. i. zlate dobe odkrivanja antibiotikov so odkrili več kot dvajset različnih novih skupin 
antibiotikov, od takrat naprej pa sta bili odkriti samo dve novi skupini in številni analogi že 
obstoječih skupin. Hkrati z razvojem novih protimikrobnih učinkovin so se razvijali in se še 
vedno razvijajo rezistentni sevi bakterij, ki predstavljajo velik problem in izziv številnim 
raziskovalcem in zahtevajo razvoj novih protimikrobnih učinkovin (1, 2). 
1.1 Protibakterijske učinkovine 
Protibakterijske učinkovine v majhnih odmerkih zavirajo rast in preživetje 
mikroorganizmov, ne da bi pri tem povzročile večjo škodo živemu organizmu. Pridobivamo 
jih lahko sintezno, polsintezno, kar pomeni, da osnovno spojino proizvedejo 
mikroorganizmi, ki jo nato kemijsko modificiramo, in biosintezno, pri čemer so za celotno 
sintezo odgovorni mikroorganizmi. Selektivno toksičnost protibakterijskih učinkovin 
omogočajo razlike med evkarionti in prokarionti. Evkariontska in prokariontska celica se 
razlikujeta v zgradbi in strukturi nekaterih elementov celice, zelo pomembne razlike pa 
najdemo tudi v biosinteznih in biokemijskih poteh, ki potekajo v celici (2, 3).   
 
Glede na mehanizem delovanja ločimo bakteriostatične učinkovine, ki zavirajo rast in 
delitev bakterij, in baktericidne, ki povzročijo celično smrt. Glavni mehanizmi delovanja 
protibakterijskih učinkovin so: zaviranje celičnega metabolizma (npr. sulfonamidi), 
zaviranje sinteze bakterijske celične stene (npr. penicilini, cefalosporini, glikopeptidi), 
interakcija z bakterijsko celično membrano (npr. polimiksin), oviranje sinteze proteinov 
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(npr. aminoglikozidi, tetraciklini, kloramfenikol) in zaviranje podvojevanja in prepisovanja 
nukleinskih kislin (npr. kinoloni) (2). 
1.2 Odpornost bakterij na protimikrobne učinkovine 
V zadnjih letih se je zelo povečala odpornost bakterij na antibiotike, kar predstavlja velik 
zdravstveni izziv. Vzrok za nenadzorovano in hitro širjenje odpornosti je povečana uporaba 
antibiotikov v zdravstvu, kmetijstvu in veterini, globalizacija ter z njo povezane migracije 
in gospodarstvo, kot tudi nenadzorovano uhajanje antibiotikov v naravo (4).  
 
Prva izmed treh glavnih posledic odpornosti je daljše zdravljenje okužb, kar posledično vodi 
k višjim stroškom zdravljenja, še posebej v primerih, ko je potrebno bolnišnično zdravljenje. 
Pomembno se je povečalo tudi število umrlih zaradi okužb z odpornimi bakterijami (vsako 
leto umre v Evropi okoli 25 000 ljudi zaradi bakterijske odpornosti na antibiotike). Tretja 
posledica pa je povezana z izvajanjem drugih intervencij v zdravstvu, kot so operacije, 
transplantacije in kemoterapija, pri katerih bi bila verjetnost okužbe brez uporabe 
antibiotikov veliko večja (5).  
 
Bakterije, ki so v glavnem odgovorne za bolnišnične okužbe, so nagnjene k razvoju 
rezistence tudi izven zdravstvenih institucij. Po definiciji so multirezistentni bakterijski sevi 
tisti, ki so odporni proti vsaj eni učinkovini v najmanj treh različnih skupinah 
protibakterijskih učinkovin. Med zelo rezistentne sodijo tisti sevi, ki so odporni proti vsem 
učinkovinam dveh ali več skupin protibakterijskih učinkovin. Panrezistentni sevi so odporni 
proti vsem učinkovinam iz vseh skupin protibakterijskih učinkovin. Mehanizmi intrinzične 
odpornosti G+ in G- bakterij se razlikujejo. Osnovni mehanizem odpornosti G- bakterij je 
izražanje encimov, ki hidrolizirajo β-laktam, medtem ko je osnovni mehanizem G+ bakterij 
sprememba tarče, na katero se veže antibiotik (4, 6).  
1.2.1 Naravna bakterijska odpornost 
Bakterije, ki proizvajajo antibiotike, imajo različne mehanizme, s katerimi se zaščitijo pred 
lastnimi antibiotiki, kar imenujemo naravna odpornost bakterij. Takšnih mehanizmov je po 
navadi v bakteriji več in so med seboj povezani, da lahko zagotovijo popolno zaščito celice. 
Naravna odpornost je lahko posledica oblike in zgradbe celice, ki onemogoča prehajanje 
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snovi v notranjost celice. Večina antibiotikov, ki se danes uporablja, deluje na tarče, ki so 
znotraj bakterijske celice in morajo zato najprej preiti skozi celično steno. G+ bakterije so 
zaradi tanjše in drugače zgrajene celične stene že v osnovi manj odporne za prehajanje 
antibiotikov. Pogost mehanizem razvoja odpornosti je prisotnost izlivnih črpalk, ki aktivno 
črpajo učinkovine iz celice in tako preprečijo, da bi le te dosegle svojo tarčo. Ta mehanizem 
je bolj značilen za G- bakterije, a je prisoten tudi pri G+. Izlivne črpalke so lahko specifične 
za določen substrat ali pa so nespecifične in lahko odstranjujejo različne substrate. 
Nespecifičnost in povečana ekspresija črpalk sta značilnosti nekaterih multirezistentnih 
sevov. Pomemben korak pri zdravljenju okužb, povzročenih z multirezistentnimi sevi, 
predstavljajo zaviralci izlivnih črpalk, ki poleg tega, da obnovijo učinkovitost 
protimikrobnih učinkovin, celo zmanjšajo možnost, da bi do okužbe sploh prišlo. 
 
Nekateri majhni hidrofilni antibiotiki lahko prehajajo celično steno neposredno z difuzijo 
skozi kanale ali pore, ki so na zunanji membrani. Eden izmed mehanizmov zmanjšanja 
prepustnosti membrane je tako zmanjšanje števila por in njihova zamenjava z bolj 
selektivnimi kanalčki. Omenjene lastnosti predstavljajo dodaten izziv v razvoju 
protibakterijskih učinkovin proti G- bakterijam. Mehanizmi naravne odpornosti so 
predstavljeni na Slika 1 (7, 8, 9).  
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Slika 1: Mehanizmi naravne odpornosti. Antibiotik A lahko neovirano prehaja skozi 
membrano in v notranjosti doseže svojo tarčo. Antibiotik B lahko, enako kot antibiotik A, 
prehaja membrano, vendar ga izlivna črpalka uspešno odstrani iz celice, preden doseže svojo 
tarčo. Antibiotik C ne prehaja zunanje membrane. Prirejeno po viru (9). 
1.2.2 Pridobljena odpornost bakterij 
Pridobljena odpornost je značilna le za nekatere seve bakterij znotraj posamezne vrste. 
Večina antibiotikov se specifično in z visoko afiniteto veže na svojo tarčo in tako onemogoči 
njeno delovanje. Kakršna koli sprememba tarče, ki vodi do zmanjšane možnosti vezave 
antibiotika na tarčo, vodi do razvoja odpornosti. Populacija patogenov med bakterijsko 
okužbo je zelo velika in raznolika. V primeru, da se v katerem od patogenov pojavi mutacija 
v genu, ki kodira tarčo antibiotika, lahko pride do prenosa te informacije med bakterijami in 
proliferacije spremenjenih odpornih celic. Za razvoj odpornosti je navadno potrebnih več 
točkovnih mutacij, ki so pogostejše zaradi uporabe antibiotikov. Pogosteje kot zaradi 
točkovnih mutacij pride do razvoja odpornosti zaradi vertikalnega prenosa genov preko 
bakterijskega kromosoma iz generacije v generacijo ali s horizontalnim prenosom dednega 
materiala med bakterijami (8, 11).   
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Ločimo tri glavne mehanizme razvoja odpornosti (Slika 2): 
• Zmanjšanje znotrajcelične koncentracije protibakterijske učinkovine, kot posledice 
slabšega prehajanja skozi celično steno ali boljšega delovanja izlivnih črpalk. 
• Sprememba tarče protibakterijske učinkovine, ki nastane kot posledica mutacije ali 
z encimsko modifikacijo in povzroči zmanjšano afiniteto učinkovine do tarče. 
• Inaktivacija protibakterijske učinkovine s hidrolizo (najbolj znan primer encimov, ki 
katalizirajo razgradnjo, so β-laktamaze) ali s spremembo kemijske strukture 
antibiotika, ki se zaradi sterične oviranosti ne more vezati na tarčo (8, 9). 
 
 
Slika 2: Mehanizmi pridobljene odpornosti. Inaktivacija antibiotika (levo) in sprememba 
tarče (desno). Prirejeno po viru (9). 
1.3 Celična stena kot tarča zdravilnih učinkovin 
Bakterijske celice obdaja specifična celična stena, ki je ne najdemo v živalskih celicah, zato 
predstavlja pomembno tarčo za selektivno zdravljenje okužb. Glavne funkcije celične stene 
so:  
• semi-permeabilno prepuščanje snovi v notranjost celice,  
• zaščita celice pred osmoznim pritiskom iz okolice, 
• zaščita pred encimi gostitelja. 
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Glede na razliko v sestavi bakterijske celične stene, ločimo po Gramu pozitivne (G+) in po 
Gramu negativne (G-) bakterije. Razlike so prikazane na Slika 3 (3). 
 
 
Slika 3: Zgradba celične stene po Gramu pozitivnih (G+) in po Gramu negativnih (G-) 
bakterij. Prirejeno po viru (12). 
 
Struktura celične stene G+ bakterij je relativno enostavna, saj v njej predstavlja 
peptidoglikan polovico njene debeline, preostanek pa predstavljajo različni polimeri kislin, 
proteini in polisaharidi. Zaradi polarnosti celične stene lahko ioni neovirano prehajajo v 
notranjost celice. Celična stena G- bakterij je veliko bolj kompleksna. Na zunanji površini 
so številni polisaharidi, ki predstavljajo antigenske determinante in omogočajo razlikovanje 
med posameznimi bakterijskimi sevi. Sledi zunanja membrana, ki je sestavljena iz 
fosfolipidnega dvosloja, v katerem so številni lipoproteini, proteini in posebni kanalčki, 
imenovani porini, skozi katere lahko prehajajo hidrofilne učinkovine. Sledi zelo tanka plast 
peptidoglikana, ki ji tako kot pri G+ bakterijah sledi celična membrana s številnimi proteini 
(13).  
1.3.1 Peptidoglikan 
Peptidoglikan je makromolekula, sestavljena iz dolgih polisaharidnih verig, prečno 
povezanih s peptidnimi vezmi, ki skupaj tvorijo močno, vendar elastično strukturo, ki varuje 
spodaj ležeči protoplast pred razpadom celice zaradi osmoznega pritiska. Polisaharidne 
verige so zgrajene iz N-acetilglukozamina (GlcNAc) in N-acetilmuraminske kisline 
(MurNAc), ki sta med seboj izmenično povezana z β-1,4 glikozidno vezjo. Kemična sestava 
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verig se malenkostno razlikuje med različnimi bakterijami. Pomembna razlika je v sestavi 
osnovnih peptidov, ki so vezani na karboksilno skupino N-acetilmuraminske kisline. 
Najpogostejše zaporedje pri po Gramu pozitivnih bakterijah je L-alanin-D-glutaminska 
kislina-L-lizin-D-alanin- D-alanin. Večina G- bakterij in nekatere G+ bakterije pa imajo na 
mestu L-Lys prisotno mezo-diaminopimelinsko kislino (m-A2pm) (14, 15).  
 
Biosinteza peptidoglikana poteka v treh stopnjah in je prikazana na Slika 4. V prvi stopnji 
se v citoplazmi sintetizira prekurzor uridin difosfat-N-acetilmuramila (UDP-MurNAc) iz 
uridin difosfat-N-acetilglukozamina (UDP-GlcNAc). MurA in MurB katalizirata to 
pretvorbo, encimi MurC do MurF pa dodajo pet aminokislin na D-laktoilno skupino UDP-
MurNAc. Zaporedje peptidov se lahko razlikuje med bakterijskimi vrstami, vendar se vedno 
zaključi z D-alanin D-alanin dipeptidom. Nastala dobro topna molekula UDP-MurNAc-
pentapeptid se s pomočjo MraY veže na fosfolipid, s katerim tvorita molekulo, imenovano 
Lipid I. Sledi vezava UDP-GlcNAc s pomočjo MurG in N-acetilglukozamin transferaze. 
Dobimo spojino, imenovano Lipid II, ki je disaharidni prekurzor za biosintezo 
peptidoglikana in substrat za penicilin vezoče proteine (PBP). Lipid II se nato prenese preko 
membrane, kjer poteče transglikozilacija in transpeptidacija. Oba procesa katalazira PBP 14, 
16. V reakciji transglikozilacije se končni del MurNAc prenese na C-4 ogljik 
glukozaminskega ostanka, pri tem pa se sprosti undekaprenil-pirofosfat (ppB), ki se pretvori 
v baktorenol in je ponovno na voljo pri naslednji sintezi. V transpeptidazni reakciji encim 
PBP cepi D-Ala- D-Ala vez, pride do nastanka intermediata s sočasno sprostitvijo 
terminalnega D-Ala. Peptidilni del se nato prenese na akceptorsko amino skupino drugega 
peptida. Pri tem  nastane nove peptidna vezi med predzadnjim D-Ala donorskega peptida in 
amino skupino akceptorskega peptida 14. Prečno povezovanje verig poteka neposredno ali 
preko mostička, navadno med karboksilno skupino D-Ala na mestu 4 in amino skupino 
diaminokisline na mestu 3. Kakršno koli zaviranje biosinteze peptidoglikana vodi v lizo 
celice in prav takšno je tudi delovanje β-laktamskih antibiotikov (15, 17).  
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Slika 4: Shema sinteze peptidoglikana. Prirejeno po viru (16). 
1.3.2 Penicilin-vezoči protein (PBP) 
Penicilin vezoče proteine uvrščamo v skupino serinskih aciltransferaz, ki vključujejo 
visokomolekularne in nizkomolekularne PBP, ter β-laktamaze. Visokomolekularni PBP so 
sestavljeni iz dveh delov, ki sta na zunanji površini citoplazemske membrane in sta vanjo 
usidrana z N-končnim signalnim peptidom. C-končni del predstavlja penicilin-vezočo 
domeno, ki katalizira premreženje peptidoglikanskih peptidov. Visokomolekularne PBP 
razdelimo v dve skupini, in sicer skupino A in skupino B. Skupina A ima transglikozilazno 
in transpeptidazno domeno. Pri tem ločimo dve podskupini A, saj eni preko vmesnika sledi 
C-končna domena, drugi pa ne (14, 18). 
Saša Turk                                                                                                                            Magistrska naloga 
9 
 
Skupina B ima transpeptidazno domeno povezano z N-končno domeno, katere funkcija je 
za zdaj še neznana. Nadalje lahko skupino B razdelimo v štiri glavne podskupine. Največja 
in najbolj značilna je podskupina, pri kateri N-končni domeni sledi samo transpeptidazna 
domena. Naslednji podskupini imata na transpeptidazno domeno vezano eno ali dve PASTA 
domeni, ki lahko vežeta β-laktamske antibiotike. Zadnja skupina ima na N-končni domeni 
vezano domeno, jedrski transportni faktor 2 (NTF2), katere funkcija je prenos proteina Ran, 
ki je GDP vezoči protein, v jedro celice. Večina celic potrebuje za celično delitev ali rast 
vsaj en PBP skupine A in en skupine B, ki sta med seboj povezana v kompleks (16, 18). 
 
LMM PBP so DD-peptidaze, ki delujejo večinoma kot DD-karboksipeptidaze. Njihova naloga 
je hidroliza terminalne D-Ala- D-Ala vezi, kar prepreči premreženje peptida. Njihova zgradba 
je rahlo nenavadna, saj je transpeptidazna domena locirana za signalnim peptidom, C-končni 
domeni pa sledi transmembranska ali amfifilna vijačnica. Monofunkcionalni encimi (MGT), 
ki so podobni glikoziltransferazni domeni skupine A, so prisotni pri nekaterih bakterijah, 
vendar je njihova vloga za zdaj še neznana (16, 18).  
1.3.3 Penicilin-vezoči proteini in rezistenca 
PBP, na katerega je vezan β-laktamski antibiotik, je neaktiven, zato ne more priti do 
transpeptidacije peptidoglikana, kar posledično oslabi celično steno bakterije. Kljub temu, 
da je to že desetletja osnova delovanja β-laktamskih antibiotikov, je pojav odpornih sevov 
dokazal, da so potrebne nove raziskave na tem področju, ki bi rešile ta problem. Nekatere 
G+ bakterije, kot na primer sevi Streptococcus pneumoniae, ki ne izločajo β-laktamaz, 
proizvajajo zelo mutirane, na učinkovino neobčutljive PBP. Sevi Staphylococcus aureus 
proizvajajo zelo odporen PBP skupine B, ki nastane s prenosom mecA gena iz druge do sedaj 
še neznane vrste. Enterokoki so že po naravi odporni na β-laktame, saj imajo prisoten PBP, 
ki ima nizko afiniteto za peniciline in njegove analoge (6, 16).  
 
Aktivno mesto PBP je na dnu daljše reže, medtem ko je pri β-laktamazah v žepku na 
površini. To pomeni, da morajo in vivo PBP za uspešno vezavo naravnati dva osnovna 
peptida znotraj reže, medtem ko morajo β-laktamaze samo prepoznati β-laktamski antibiotik 
(6, 16). 
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1.4 Monobaktami 
β-laktami so najpogosteje uporabljena skupina antibiotikov. Mednje uvrščamo peniciline, 
cefalosporine, karbapeneme in peneme ter monobaktame. Vsaka skupina je bila razvita z 
namenom razširitve spektra delovanja, kot tudi zaradi tega, da so ti antibiotiki še vedno 
učinkoviti proti specifičnim mehanizmom rezistence, ki so jih sčasoma pridobile tarčne 
bakterijske populacije (19). 
 
Prvi monobaktam nokardicin je bil leta 1976 izoliran iz bakterijske vrste Nocardia uniformis. 
Sledilo je odkritje sulfazecina in izosulfazecina, ki so ju izolirali iz sevov Pseudomonas. 
Monobaktami, pridobljeni iz naravnih virov, so imeli nizko protibakterijsko aktivnost, 
spekter delovanja pa je bil omejen na G- bakterije. Prvi monobaktam, v celoti pridobljen po 
sintezni poti, je aztreonam (Slika 5) in je edini primer monobaktama, ki se uporablja v 
klinične namene (1, 2, 20). Njegov spekter delovanja je popolnoma usmerjen proti G- 
bakterijam (npr. Pseudomonas s, Neisseria meningidis, Heamophilus influenzae) in je 
neučinkovit proti G+ bakterijam in anaerobom. Aztreonam je odporen proti večini β-
laktamaz in se zato uporablja pri zdravljenju okužb, povzročenih z odpornimi sevi bakterij. 
Kljub podobnosti z ostalimi skupinami β-laktamov, aztreonam v večini primerov ne 
povzroča alergijske reakcije in se zato lahko uporablja pri ljudeh z alergijo na peniciline ali 
cefalosporine (3, 13).  
 
 
Slika 5: Aztreonam 
 
Glede na to, da imajo monobaktami v svoji strukturi samo en del dvočlenskega 𝛽-
laktamskega obroča, lahko sklepamo, da drugi obroč ni vedno potreben za protibakterijsko 
delovanje β-laktamskih antibiotikov. Zaradi pojava novih oblik odpornosti so monobaktami 
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zaradi svoje preproste strukture in možnosti spreminjanja stranskih verig postali zanimivi za 
razvoj in sintezo novih učinkovin (1, 21).  
 
Ena izmed pomembnejših novejših spojin, ki spada v skupino monocikličnih β-laktamskih 
antibiotikov, je BAL30072 (Slika 6). Spojino uvrščamo med monosulfaktame, ki v svoji 
strukturi vsebujejo siderofor (molekulo z visoko afiniteto za vezavo železovih ionov). Zaradi 
prisotnosti siderofora lahko učinkovina za vstop v celico bakterij izkoristi transportni sistem 
bakterije za privzem železa. BAL30072 se v celici uspešno veže in zavira tri encime PBP 
(PBP1a, PBP2a in PBP3), poleg tega pa zajema njegovo delovanje tudi zaviranje β-laktamaz 
tipa C. Protibakterijsko delovanje je usmerjeno proti G- bakterijam, je pa spojina slab 
substrat za številne ESBL, karbapenemaze in β-laktamaze tipa B, kar bi lahko izkoristili pri 
zdravljenju okužb, povzročenih z odpornimi sevi bakterij, kot kombinirano terapijo z 
drugimi protimikrobnimi zdravili (1, 22). 
 
 
Slika 6: BAL30072 
 
Druga pomembna spojina novejših monobaktamov, ki se imenuje LYS228 (Slika 7), je 
trenutno v kliničnem preizkušanju za zapletene urinarne infekcije in znotraj trebušne 
infekcije. Spojina kaže protibakterijsko delovanje proti sevom Enterobakterij, ki proizvajajo 
β-laktamaze. Za razliko od aztreonama, ki je odporen samo na metalo β-laktamaze, je spojina 
LYS228 odporna tudi na serinske β-laktamaze. Mehanizem delovanja je v glavnem usmerjen 
proti PBP3 (23, 24).  
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Slika 7: LYS228 
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2 Namen in načrt dela 
Namen magistrskega dela je pripraviti različne derivate azetidin-2-ona, ki bi delovali 
zaviralno na penicilin vezoče proteine bakterij. 
Razviti želimo spojine, ki bi se dobro vezale na tarčo in imele optimalen spekter delovanja. 
Znanih je že veliko različnih derivatov azetidin-2-ona, ki imajo na mestih N1 in C3 vezane 
različne substituente. Substituent na mestu N1, ki bo v našem primeru sulfonska kislina, 
služi kot aktivator β-laktamskega obroča. Substituent na mestu C3 je odgovoren za 
protibakterijsko delovanje učinkovine. Kot je bilo ugotovljeno v različnih študijah, omogoča 
vezava aminotiazol oksima na mestu C3 aktivnost tako proti po Gramu negativnim 
bakterijam, kot tudi proti po Gramu pozitivnim bakterijam. Najmanj raziskan do sedaj je bil 
vpliv vezave različnih substituentov na mesto C4. Vezava ustrezne spojine na tem mestu bi 
lahko omogočila tvorbo novih interakcij s tarčo in zagotovila boljše delovanje učinkovine. 
 
Kot izhodno spojino za našo pripravo derivatov azetidin-2-ona 3 bomo uporabili 3-
butenojsko kislino 1. Iz nje bomo preko šeststopenjske sinteze pripravili vmesno spojino 2, 
na katero bomo v naslednji stopnji vezali različne substituente R (Tabela 1). Po vezavi 
substituentov bo sledila še šeststopenjska sinteza do želenih končnih spojin.  
 
 
Slika 8: Osnovna shema poteka sinteze 
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Tabela 1: Želeni heteroaromatski fragmenti v končnih spojinah. R predstavlja substituente 
4, 5 in 6 v sintetiziranih spojinah. 
R 
   
Saša Turk                                                                                                                            Magistrska naloga 
15 
 
3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
V okviru izdelave magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila proizvajalcev Sigma-
Aldrich, TCI, Merck, Kemika in Acros Organics. Brezvodni THF smo pripravili z destilacijo 
v argonovi atmosferi in ga do uporabe shranjevali nad molekularnimi siti.  
3.2 Poimenovanje in risanje spojin 
Za ustrezno poimenovanje spojin po IUPAC nomenklaturi, risanje strukturnih formul spojin 
in risanje sinteznih shem smo uporabljali program ChemBioDraw Professional 16.0 
proizvajalca CambridgeSoft. 
3.3 Kromatografske metode 
3.3.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Tankoplastno kromatografijo smo uporabljali za spremljanje poteka reakcij in izolacije 
spojin, identifikacijo spojin, iskanje primerne mobilne faze za kolonsko kromatografijo in 
spremljanje poteka kolonske kromatografije. Kot stacionarno fazo smo uporabili plošče TLC 
Silica gel 60 F254 proizvajalca Merck z 0,20 mm nanosom silikagela na aluminijastem 
nosilcu. Silikagelu je bil dodan fluorescentni indikator fluorescein. Kot mobilno fazo smo 
najpogosteje uporabili kombinacijo etilacetata in heksana v različnih razmerjih ter čisti 
etilacetat. Za detekcijo spojin na kromatografskih ploščah smo uporabljali UV svetilko z 
valovno dolžino 254 nm in orositvena reagenta ninhidrin in FeCl3. 
3.3.2 Kolonska kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo uporabljali za čiščenje spojin. Glede na maso produkta smo 
izbrali primerno velikost steklene kolone. Kot stacionarno fazo smo uporabili silikagel 
proizvajalca Merck z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm. Kot mobilno fazo smo uporabili 
kombinacijo etilacetata in heksana v različnih razmerjih. Podatki o točni sestavi MF so 
navedeni pri posameznih reakcijah. 
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3.4 Spektroskopske metode 
3.4.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
1H in 13C spektre smo posneli na spektrometru Bruker Avance III 400 na Fakulteti za 
farmacijo, Univerze v Ljubljani. Kot topilo smo uporabljali DMSO-d6 ali CDCl3, kot interni 
standard pa je bil uporabljen TMS. Za analizo spektrov smo uporabljali programa MestReC 
in MestReNova proizvajalca Mestrelab Research S. L. Kemijski premiki (δ) so podani v 
ppm, sklopitvene konstante (J) pa v Hz. 
3.4.2 Masna spektrometrija (MS, HR-MS) 
Masne spektre spojin smo posneli na spektrometru Advion expression CMLS z ESI tehniko. 
Masne spektre visoke ločljivosti (HR-MS) smo posneli na masnem spektrometru ExactiveTM 
Plus Orbitrap MassSpectrometer. Vse analize so bile opravljene na Fakulteti za farmacijo, 
Univerze v Ljubljani. 
3.4.3 Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre smo posneli na spektrometru Thermo Nicolet Nexus 470 ESP FT-IR z uporabo 
ATR tehnike na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani. 
3.5 Določanje temperature tališča 
Temperaturo tališč smo določali s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico 
proizvajalca Leica. 
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4 Eksperimentalno delo 
4.1 Sinteza N-(((benziloksi)karbonil)oksi)but-3-enamida 
 
 
 
V 100 mL bučko smo odmerili 3-butenojsko kislino 1 (2,50 g, 28,5 mmol) in jo ohladili na 
ledeni kopeli. Med stalnim mešanjem smo počasi dodali oksalil klorid (4,0 g, 31,4 mmol). 
Bučko smo opremili s klorkalcijevo cevko, s čimer smo zagotovili brezvodne pogoje. 
Reakcijsko zmes smo mešali 2 uri na ledeni kopeli in nato še 46 ur pri sobni temperaturi. 
Reakcijska zmes se je obarvala belo, vidni so bili delci oborine. 
 
Za naslednjo stopnjo smo najprej pripravili raztopini NH2OH·HCl in KOH v MeOH. V 
bučko smo natehtali NH2OH·HCl (1,98 g, 28,5 mmol) in ga raztopili v MeOH (20 mL). V 
drugo bučko smo natehtali KOH (4,80 g, 85,5 mmol) in ga raztopili v MeOH (25 mL). 
Pripravljeni raztopini in reakcijsko zmes predhodne sintezne stopnje 7 smo ohladili na ledeni 
kopeli. V raztopino NH2OH·HCl smo dodali raztopino KOH in nato po kapljicah še 
predhodno reakcijsko zmes z but-3-enoil kloridom. Pustili smo mešati 20 minut na ledeni 
kopeli, potem smo reakcijsko zmes segreli na sobno temperaturo. Sledilo je filtriranje 
reakcijske zmesi s presesavanjem, s čimer smo odfiltrirali nastale soli. Iz matičnice smo na 
rotavaporju oddestilirali topilo in dobili rdeče-oranžno lepljivo zmes, v kateri je bil želeni 
produkt. Bučko smo zaprli s septumom in jo prepihali z argonom. 
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Zmes produkta 8 smo nato raztopili v brezvodnem THF (50 mL). THF smo dodali skozi 
septum s stekleno brizgo in kovinsko iglo, ki smo ju prej dobro oprali in prežarili. Na 
magnetnem mešalu smo zmes mešali 30 minut pri sobni temperaturi. Reakcijsko zmes smo 
nato ohladili na ledeni kopeli in z brizgo dodali piridin (2,37 g, 29,9 mmol). Zmes smo pustili 
mešati še 15 minut in nato počasi, z brizgo, dodali CbzCl (5,10 g, 29,9 mmol). Vsebino smo 
mešali 1,5 h na ledeni kopeli in nato še 1 uro na sobni temperaturi. Dodali smo še preostali 
CbzCl (2,55 g, 14,95 mmol) in pustili mešati do naslednjega dne.  
 
Sledila je izolacija spojine 9. Najprej smo ločili raztopljeni del od neraztopljenega, ki je bil 
prilepljen na bučko. Naredili smo TLC neraztopljenega dela in ugotovili, da je še vedno 
prisotna spojina 8, zato smo bučko ponovno zaprli s septumom, jo prepihali z argonom in 
zopet nastavili predhodno reakcijo s CbzCl. Raztopljeni del smo prelili v drugo bučko in 
uparili do približno tretjine začetnega volumna. Sledila je ekstrakcija, pri čemer smo 
raztopino prelili v lij ločnik, dolili  EtOAc (200 mL) in spirali z vodo (2×150 mL), 0,1 M 
HCl (3×120 mL) in solnico (2×100 mL). Združene organske faze smo sušili z brezvodnim 
Na2SO4, nato pa smo produktu oddestilirali topilo na rotavaporju.  
 
Produkt smo v končni stopnji očistili s kolonsko kromatografijo, tako, da smo predhodno 
pripravili suh nanos v MeOH. Kot mobilno fazo smo uporabili EtOAc:heksan = 1:2. 
Pridobili smo čisto spojino 9 v obliki rumenega olja, ki je kasneje kristalizirala v obliki 
rumenih kristalov. 
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Tabela 2: Lastnosti spojine 9 
 N-(((benziloksi)karbonil)oksi)but-3-enamid 
Molekulska formula C12H13NO4 
Molekulska masa 235,24 g/mol 
Videz Rumeni kristali 
Izkoristek 7,4 % 
Rf 0,28 (MF = EtOAc:heksan = 1:2) 
Tališče 64,7-68,4 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ 8.97 (s, 1H, NH), 7.35-7.39 (m, 5H, 5×Ar-H), 5.87-
5.94 (m, 1H, CH2=CH), 5.26 (d, J=17.6 Hz, 2H, 
CH2=CH), 5.26 (s, 2H, Ar-CH2), 3.07 (d, J=6.8 Hz, 2H, 
CH2CO) 
13C NMR (100 MHZ, CDCl3) 
δ 154.5, 134.0, 129.2, 129.1, 128.7, 128.6, 127.7, 127.0, 
120.6, 71.7, 65.4, 38.2 
HRMS 
C12H14O4N (M+H)
+ 
teoretično: 236.0917 
izmerjeno: 236.0913 
IR (cm-1) 3162, 2986, 1792, 1660, 1521, 1216, 930, 763 
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4.2 Sinteza benzil (2-(bromometil)-4-oksoazetidin-1-il) karbonata 
 
 
 
Spojino 9 (500 mg, 2,12 mmol) smo raztopili v CH3CN (42,5 mL). Nato smo dodali K2CO3 
(308 mg, 2,23 mmol) in pustili mešati 5 minut pri sobni temperaturi. Nato smo dodali 2,4 
mL vode (5 V/V % glede na CH3CN) in zopet mešali 5 minut. Nato smo pripravili raztopino 
Br2 v CH3CN, tako da smo Br2 (0,128 mL) raztopili v CH3CN (2,6 mL). Zelo počasi smo 
dodali raztopino Br2 v reakcijsko zmes in mešali 1 minuto. Sledila je ekstrakcija, kjer smo 
reakcijsko zmes prelili v lij ločnik, dodali EtOAc (32 mL) in spirali organsko fazo z  vodo 
(1×30 mL), 5 % Na2SO3 (2×30 mL) in solnico (2×30 mL). Združene organske faze smo 
sušili z brezvodnim Na2SO4 ter nato produktu na rotavaporju oddestilirali topilo. 
 
Spojino 10 smo očistili s kolonsko kromatografijo, tako da smo predhodno pripravili suh 
nanos v MeOH. Kot mobilno fazo smo uporabili EtOAc:heksan = 1:3. Pridobili smo čisto 
spojino 10 v obliki svetlo rumenega olja, ki je kasneje kristalizirala kot brezbarvni kristali. 
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Tabela 3: Lastnosti spojine 10 
benzil (2-(bromometil)-4-oksoazetidin-1-il) karbonat 
Molekulska formula C12H12BrNO4 
Molekulska masa 314,14 g/mol 
Videz Beli kristali 
Izkoristek 54 % 
Rf 0,37 (MF = EtOAc:heksan = 1:2) 
Tališče 49,4-53,9 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ 7.39-7.42 (m, 5H, 5×Ar-H), 4.36-4.41 (m, 1H, NCH), 
5.30 (s, 2H, Ar-CH2), 3.68 (dd, J=5.6, 5.2 Hz, 1H, 
CH2Br), 3.55 (dd, J=6.8, 4.4 Hz, 1H, CH2Br), 3.13 (dd, 
J=8.4, 5.6 Hz, 1H, CH2CO), δ 2.76 (dd, J=11.6, 2.8 Hz, 
1H, CH2CO) 
13C NMR (100 MHZ, CDCl3) 
δ 140.9, 133.6, 129.2, 128.8, 128.6, 127.7, 127.0, 72.1, 
65.4, 58.3, 38.6, 31.1 
HRMS 
C12H13O4NBr (M+H)
+ 
teoretično: 314.0022 
izmerjeno: 314.0019 
IR (cm-1) 3035, 1774, 1381, 1203, 1048, 1016, 952, 697 
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4.3 Sinteza 1-(aliloksi)-4-(bromometil)azetidin-2-ona 
 
 
 
V trogrli bučki smo v MeOH (20 mL) raztopili spojino 10 (355 mg, 1,13 mmol). Dodali smo 
za konico plastične žličke paladija na ogljiku in bučko zaprli s septumom ter jo prepihali z 
argonom. Skozi septum smo namestili dolgo iglo, ki je segala pod gladino reakcijske zmesi 
in nanjo namestili balonček z vodikom. Reakcijsko zmes smo mešali 3,5 ure na sobni 
temperaturi. S TLC smo spremljali potek reakcije in pazili, da so bili ves čas vidni mehurčki 
vodika v reakcijski zmesi. Po 3,5 ure smo balonček z vodikom zamenjali z balončkom z 
argonom in pustili 5 minut. Iz reakcijske zmesi smo nato odstranili katalizator s pomočjo 
filtrirnega lija in vodne črpalke. Kar je ostalo na filtrirnem lijaku, smo dobro sprali z MeOH. 
Zmesi smo nato oddestilirali topilo in ostale hlapne komponente.  
 
V naslednji stopnji smo bučko z 11 zaprli s septumom in prepihali z argonom ter raztopili v 
brezvodnem CH3CN (10 mL). Dodali smo K2CO3 (301 mg, 2,18 mmol) in alilbromid (172 
mg, 1,42 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali 24 ur na sobni temperaturi. Nato je sledila 
ekstrakcija. Reakcijsko zmes smo prenesli v lij ločnik in dodali 40 mL vode. Ločili smo 
vodno fazo in organsko fazo ter vodno fazo spirali z dietiletrom (1×50 mL, 2×30 mL). 
Združene OF smo nato spirali s solnico (1×30 mL), sušili z brezvodnim Na2SO4 in 
oddestilirali topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo 146 mg čiste spojine 2 v obliki belih 
kristalov.  
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Tabela 4: Lastnosti spojine 2 
1-(aliloksi)-4-(bromometil)azetidin-2-on 
Molekulska formula C4H6BrNO2 
Molekulska masa 180,90 g/mol 
Videz Beli kristali 
Izkoristek 61 % 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ 5.99-6.09 (m, 1H, CH=CH2), 5.37-5.45 (m, 2H, 
CH=CH2), 4.44-4.54 (m, 2H, OCH2), 4.10-4.15 (m, 1H, 
NCH), 3.68 (dd, J=6.8, 4.4 Hz, 1H, CH2Br), 3.55 (dd, 
J=6.4, 4.8 Hz, 1H, CH2Br), 2.89 (dd, J=8.8, 5.2 Hz, 1H, 
CH2CO), 2.62 (dd, J=11.6, 2.4 Hz, 1H, CH2CO) 
13C NMR (100 MHZ, CDCl3) δ 163.8, 132.1, 121.2, 77.6, 57.1, 37.8, 31.9 
HRMS 
C7H11O2NBr (M+H)
+ 
teoretično: 219.9968 
izmerjeno: 219.9964 
IR (cm-1) 2931, 1765, 1418, 1342, 1226, 1042, 976, 743 
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4.4 Reakcija s heteroaromatskimi tioli 
 
 
 
Bučko s produktom 2 (150 mg, 0,68 mmol) smo zaprli s septumom in prepihali z argonom. 
S čisto in suho brizgo ter iglo smo dodali brezvodni CH3CN (5 mL). Ko se je vsa spojina 2 
raztopila, smo dodali K2CO3 (188 mg, 1,36 mmol) in tiol 5 (209 mg, 1,36 mmol) ali 6 (155 
mg, 1,36 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč na sobni temperaturi. Sledila je 
ekstrakcija, pri čemer smo reakcijsko zmes prelili v lij ločnik in dodali Et2O (30 mL) in vodo 
(20 mL) ter ločili vodno fazo in organsko fazo. Vodno fazo smo nato spirali z Et2O (2×30 
mL). Združene OF smo sušili nad brezvodnim Na2SO3 in oddestilirali Et2O pod znižanim 
tlakom. Spojini 12 in 13 smo nato očistili s kolonsko kromatografijo. Za mobilno fazo smo 
uporabili EtOAc:heksan = 1:3.  
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Tabela 5: Lastnosti spojine 12 
1-(aliloksi)-4-(((furan-2-ilmetil)tio)metil)azetidin-2-on 
Molekulska formula C12H15NO3S 
Molekulska masa 253,32 g/mol 
Videz Rahlo rumena tekočina 
Izkoristek 75 % 
Rf 0,20 (MF = EtOAc:heksan = 1:3) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ 7.38 (dd, J = 1.9, 0.8 Hz, 1H, OCH), 6.33 (dd, J = 3.2, 
1.9 Hz, 1H, CH=CH), 6.21 (dd, J = 3.2, 0.7 Hz, 1H, 
CH=CH), 5.99 (ddt, J = 16.8, 10.3, 6.5 Hz, 1H, 
CH=CH2), 5.48-5.25 (m, 2H, CH=CH2), 4.52-4.32 (m, 
2H, OCH2), 3.905 (m, 1H, NCH), 3.83-3.68 (m, 2H, 
SCH2), 2.90 (dd, J = 13.8, 4.7 Hz, 1H, CH2CO), 2.76 
(ddd, J = 20.9, 13.8, 6.1 Hz, 2H, CH2S), 2.44 (dd, J = 
13.8, 2.4 Hz, 1H, CH2CO) 
13C NMR (100 MHZ, CDCl3) 
δ 164.14, 151.06, 142.44, 132.25, 121.04, 110.56, 
108.02, 77.30, 56.69, 37.68, 33.50, 28.79 
HRMS 
 C12H16O3NS (M+H)
+ 
 teoretično: 254.0845 
 izmerjeno: 254.0840 
IR (cm-1) 3131, 2932, 1775, 1597, 1370, 1300, 1034, 737. 
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Tabela 6: Lastnosti spojine 13 
1-(aliloksi)-4-(((4-metoksibenzil)tio)metil)azetidin-2-on 
Molekulska formula C15H19NO3S 
Molekulska masa 293,38 g/mol 
Videz Rumena tekočina 
Izkoristek 72 % 
Rf 0,14 (MF = EtOAc:heksan = 1:3) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ 7.23 (m, 2H, 2×Ar-H), 6.97 (m, 2H, 2×Ar-H), 5.97 
(ddt, J = 16.8, 10.3, 6.4 Hz, 1H, CH=CH2), 5.40-5.28 (m, 
2H, CH=CH2), 4.48-4.33 (m, 2H, OCH2), 3.92-3.84 (m, 
1H, NCH), 3.81 (s, 3H, OCH3), 3.73 (s, 2H, SCH2), 2.78 
(ddd, J = 16.6, 13.8, 5.0 Hz, 2H, CH2S), 2.61 (dd, J = 
13.7, 7.2 Hz, 1H, CH2CO), 2.41 (dd, J = 13.8, 2.4 Hz, 
1H, CH2CO) 
13C NMR (100 MHZ, CDCl3) 
δ 164.15, 158.87, 132.28, 130.01, 129.68, 120.94, 
114.05, 76.30, 56.76, 55.30, 37.76, 36.21, 33.14 
HRMS 
C15H20O3NS (M+H)
+ 
teoretično: 294.1158 
izmerjeno: 294.1150 
IR (cm-1) 2933, 1766, 1609, 1510, 1243, 1176, 1032, 832 
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4.5 Uvedba tosilne skupine 
 
 
 
 
 
 
V MeOH (5 mL) smo dodali za konico plastične žličke Pd(OAc)2. Po 10 minutah smo dodali 
PPh3 (0,5 ekv.) in mešali 30 minut pri sobni temperaturi. V drugi bučki smo raztopili spojino 
12 (148 mg, 0,58 mmol) oz. 13 (130 mg, 0,44 mmol) v MeOH (10 mL) in dodali 1,3-
dimetilbarbiturno kislino (1,5 ekv.). Bučko smo prepihali z argonom in mešali 30 min pri 
sobni temperaturi. Reakcijski zmesi smo nato združili, zaprli bučko s septumom in mešali 3 
ure pri sobni temperaturi. Reakcijsko zmes smo nato filtrirali z vakuumsko filtracijo. Pri 
filtraciji smo na filtrirni lijak nanesli plast celita in na koncu sprali z MeOH. MeOH smo 
nato oddestilirali pod znižanim tlakom. Bučko s spojino 14 (124 mg, 0,58 mmol) oz. 16 (112 
mg, 0,44 mmol) smo ponovno zaprli s septumom in jo prepihali z argonom. S čisto in suho 
brizgo ter iglo smo dodali brezvodni CH3CN (10 mL). Bučko smo nato ohladili na ledeni 
kopeli in dodali DIPEO (1,5 ekv.) ter TsCl (1,5 ekv.). Po 10 minutah mešanja smo CH3CN 
oddestilirali pod znižanim tlakom. Spojini 15 in 17 smo nato očistili s kolonsko 
kromatografijo. Kot mobilno fazo smo uporabili EtOAc:heksan = 2:7.  
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Tabela 7: Lastnosti spojine 15 
2-(((furan-2-ilmetil)tio)metil)-4-oksoazetidin-1-il 4-metilbenzen 
Molekulska formula C16H17NO5S2 
Molekulska masa 367,05 g/mol 
Videz Rumena tekočina 
Izkoristek 76 % 
Rf 0,23 (MF = EtOAc:heksan = 2:7) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ 7.87 (m, 2H, 2×Ar-H), 7.39 (dd, J = 1.8, 0.8 Hz, 2H, 
2×Ar-H), 7.37 (s, 1H, OCH), 6.34 (dd, J = 3.2, 1.9 Hz, 
1H, CH=CH), 6.25 (dd, J = 3.2, 0.6 Hz, 1H, CH=CH), 
4.05 (m, 1H, NCH), 3.75 (m, 2H, SCH2), 3.03 (dd, J = 
14.2, 3.5 Hz, 1H, CH2CO), 2.81 (ddd, J = 22.4, 14.4, 7.0 
Hz, 2H, CH2S), 2.52 (dd, J = 14.5, 3.2 Hz, 1H, CH2CO), 
2.47 (s, 3H, ArCH3) 
13C NMR (100 MHZ, CDCl3) 
δ 164.87, 150.83, 146.53, 142.50, 130.45, 130.04, 
129.23, 110.68, 108.22, 58.51, 37.97, 32.94, 28.95, 
21.87 
HRMS 
C16H18NO5S2 (M+H)
+ 
teoretično: 368.0621 
izmerjeno: 368.0617 
IR (cm-1) 3132, 1789, 1596, 1374, 1299, 1179, 1028, 736 
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Tabela 8: Lastnosti spojine 17 
2-(((4-metoksibenzil)tio)metil)-4-oksoazetidin-1-il 4-metilbenzensulfonat 
Molekulska formula C19H21NO5S2 
Molekulska masa 407,09 g/mol 
Videz Brezbarvna viskozna tekočina 
Izkoristek 88 % 
Rf  0,25 (MF = EtOAc:heksan = 2:7) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ 7.86 (m, 2H, 2×Ar-H), 7.37 (dd, J = 8.6, 0.6 Hz, 2H, 
2×Ar-H), 7.225 (m, 2H, 2×Ar-H), 6.88 (m, 2H, 2×Ar-
H), 4.01 (ddd, J = 9.3, 6.7, 3.4 Hz, 1H, NCH), 3.82 (s, 
3H, OCH3), 3.71 (s, 2H, SCH2), 2.95 (dd, J = 14.1, 3.5 
Hz, 1H, CH2CO), 2.81 (dd, J = 14.5, 5.9 Hz, 1H), 2.64 
(dd, J = 22.4, 14.3, 7.1 Hz, 2H, CH2S), 2.50 (dd, J = 9.2, 
5.3 Hz, 1H, CH2CO), 2.46 (s, 3H, ArCH3) 
13C NMR (100 MHZ, CDCl3) 
δ 164.83, 158.93, 146.50, 130.47, 130.02, 130.01, 
129.59, 129.22, 114.14, 58.56, 55.31, 38.14, 36.36, 
32.57, 21.86 
HRMS 
C19H22O5NS2 (M+H)
+ 
teoretično: 408.0934 
izmerjeno: 408.0934 
IR (cm-1) 2929, 1795, 1680, 1511, 1378, 1244, 1177, 547 
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4.6 Sinteza 3-azido-4-(((furan-2-ilmetil)tio)metil)azetidin-2-ona 
 
 
 
Bučko s spojino 15 (135 mg, 0,37 mmol) smo zaprli s septumom in prepihali z argonom. S 
čisto in suho brizgo ter iglo smo dodali brezvodni CH3CN (5 mL) in ohladili na ledeni kopeli. 
Nato smo dodali DIPEA (143 mg, 1,11 mmol) in TMSN3 (85 mg, 0,74 mmol). Mešali smo 
24 ur na sobni temperaturi, nato oddestilirali CH3CN pod znižanim tlakom. Spojino 18 smo 
očistili s kolonsko kromatografijo. Kot mobilno fazo smo uporabili EtOAc:heksan = 2:7.  
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Tabela 9: Lastnosti spojine 18 
3-azido-4-(((furan-2-ilmetil)tio)metil)azetidin-2-on 
Molekulska formula C9H10N4O2S 
Molekulska masa 238,05 g/mol 
Videz Rumeno-oranžna tekočina 
Izkoristek 42 % 
Rf 0,14 (MF = EtOAc:heksan = 2:7) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ 7.40 (dd, J = 1.9, 0.8 Hz, 1H, OCH), 6.36 (dd, J = 3.2, 
1.9 Hz, 1H, CH=CH), 6.23 (dd, J = 3.2, 0.7 Hz, 1H, 
CH=CH), 5.97 (s, 1H, NH), 4.23 (t, J = 1.7 Hz, 1H, 
NCH), 3.78 (s, 2H, SCH2), 3.55 (ddd, J = 7.4, 5.9, 2.0 
Hz, 1H, CH-N3), 2.69-2.86 (ddd, J = 21.2, 13.9, 6.6 Hz, 
2H, CH2S) 
13C NMR (100 MHZ, CDCl3) 
δ 163.66, 150.86, 142.60, 110.77, 108.17, 69.34, 55.64, 
34.26, 28.69 
HRMS 
C9H11O2N4S (M+H)
+ 
teoretično: 239.0597 
izmerjeno: 239.0595 
IR (cm-1) 3250, 2928, 2107, 1759, 1502, 1256, 1149, 739 
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5 Razprava 
5.1 Sinteza kislinskega klorida 
 
 
 
Kot izhodno spojino za našo sintezo smo uporabili 3-butenojsko kislino 1. Za pripravo 
hidroksamske kisline smo morali najprej pretvoriti kislino v bolj reaktiven kislinski klorid, 
ker zaradi -OH skupine, ki je slaba izstopajoča skupina, karboksilna kislina pod klasičnimi 
pogoji, ne reagira po mehanizmu nukleofilne substitucije. Kislinske kloride najpogosteje 
sintetiziramo z uporabo tionil klorida (SOCl2), fosforjevega tri- ali pentaklorida (PCl3, PCl5), 
fosforil klorida (POCl3) ali oksalil klorida (COCl2), ki smo ga uporabili tudi pri naši sintezi. 
Pri tem je prišlo do zamenjave -OH skupine s klorom, ki je dobro izstopajoča skupina, hkrati 
pa je klor elektronprivlačen element in zato poveča elektrofilnost karbonilnega ogljika. 
Shema 1 prikazuje mehanizem nastanka kislinskega klorida (30).  
 
 
Shema 1: Mehanizem nastanka kislinskega klorida. Prirejeno po viru (27). 
 
Reakcijo smo zaradi reaktivnosti oksalil klorida med dodajanjem reagenta izvajali na ledeni 
kopeli, nato pa še 48 ur na sobni temperaturi. Po dodatku oksalil klorida smo na bučko 
namestili klorkalcijevo cevko. Kalcijev klorid je zelo higroskopen in se uporablja za 
zagotavljanje brezvodnih pogojev. Prisotnost zračne vlage v reakcijski bučki bi namreč 
reakcijo pomaknila v smer nastanka reaktanta.  
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5.2 Sinteza amidne vezi 
 
 
 
V naslednji sintezni stopnji smo želeli sintetizirani kislinski klorid 7 pretvoriti v amid s 
hidroksilaminom. Reakcija tvorbe amidne vezi, poteče po mehanizmu nukleofilne 
substitucije (SN2), preko nastanka nestabilnega tetraedričnega intermediata (Shema 2). Za 
uspešen potek reakcije je potreben dodatek baze, ki omogoči nastanek hidroksilamina v 
obliki proste baze in s tem aktivira dušik za nukleofilni napad. Sledi napad aktiviranega 
dušika na karbonilni ogljik, pri čemer se tvori amidna vez. Pri reakciji nastaja KCl, ki se 
tvori iz KOH in kislinskega klorida, in smo ga odstranili s pomočjo filtracije (27, 30). 
 
 
Shema 2: Mehanizem sinteze amidne vezi. Prirejeno po viru (27). 
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5.3 Uvedba zaščitne skupine 
 
 
 
Da bi se izognili nastanku stranskih produktov, smo pred izvedbo nadaljnje sinteze 
hidroksilni del hidroksamske kisline 8 zaščitili v obliki benzil karbamata z uporabo benzil 
kloroformata (CbzCl). Poleg karbamatne zaščitne skupine bi lahko hidroksilno skupino 
zaščitili s tvorbo etra (npr. z izobutenom, benzil kloridom…) ali estra (npr. z acetanhidridom, 
benzoil kloridom…). Hidroksilno skupino je treba zaščititi, ker je boljši nukleofil kot dušik 
v hidroksamski kislini in lahko pod ustreznimi reakcijskimi pogoji vstopi v reakcijo ter 
reagira namesto dušika. Za uvedbo benzil karbamatne zaščitne skupine je potrebna baza, ki 
odcepi proton vezan na nukleofilu in tako poveča njegovo reaktivnost. Reakcija poteka po 
mehanizmu nukleofilne substitucije (SN2) (Shema 3) (28, 31).  
 
 
Shema 3: Mehanizem uvedbe Cbz zaščitne skupine. Prirejeno po viru (28). 
 
Reakcijo smo izvajali v inertni atmosferi, zato smo bučko prepihali z argonom, vse reagente 
in topila pa smo dodajali z očiščeno in prežarjeno iglo. Ker je reakcija eksotermna, smo 
bučko z reakcijsko zmesjo pred dodatkom CbzCl ohladili na ledeni kopeli, CbzCl pa smo 
nato dodajali zelo počasi, saj bi dvig temperature reakcijske zmesi povzročil nastanek 
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neželenih stranskih produktov. Da pa smo sploh lahko uvedli zaščito, smo morali spojino 8 
najprej raztopiti. Kot Carosso in sodelavci smo tudi mi kot topilo za reakcijo, uporabili 
brezvodni tetrahidrofuran (THF). Brezvodni THF smo pred uporabo pripravili s postopkom 
destilacije v argonovi atmosferi in ga do uporabe shranili nad molekularnimi siti. Po dodatku 
topila smo ugotovili, da je topnost spojine v THF slaba. Predvidevali smo, da bo produkt 9 
topen v topilu, zato smo kljub slabi topnosti, nadaljevali postopek uvedbe zaščite. 
 
Uspešnost vezave zaščitne skupine smo spremljali s TLC. Za detekcijo spojin smo 
uporabljali UV lučko in orositvena reagenta FeCl3 in ninhidrin. Spojina 9 je zaradi 
nenasičenega aromatskega obroča in dvojne vezi vidna pod UV lučko pri λ=254 nm. Spojina 
8 se je zaradi možnosti tvorbe kelatov s Fe3+ obarvala po orositvi s FeCl3. Obe spojini sta 
bili zaradi prisotne aminske skupine vidni po orositvi z ninhidrinom in segrevanju. Po treh 
urah je bila v reakcijski zmesi še vedno prisotna spojina 8, lisa produkta 9 pa se je šibko 
obarvala, zato smo dodali še 50 % prebitek CbzCl. Po 48 h smo kljub še vedno rahlo vidni 
lisi spojine 8 zaključili z reakcijo. 
 
Ker se v tem času del reakcijske zmesi še vedno ni raztopil, smo ločili raztopljeni del od 
neraztopljene oranžno-rdeče oborine. Naredili smo TLC obojega in ugotovili, da je v 
neraztopljenem delu še veliko nezaščitene spojine, zato smo s tem delom ponovno nastavili 
reakcijo uvedbe zaščitne skupine. Ocenili smo, da je ostalo še polovico začetne količine 
spojine nezaščitene in smo glede ne to izračunali količino potrebnih reagentov in topil. Pri 
izračunih smo upoštevali 50 % prebitek CbzCl. Reakcijo smo ponovno mešali 48 ur pri sobni 
temperaturi. 
 
Sledila je izolacija iz raztopljenega dela reakcijske zmesi. Najprej smo zmanjšali količino 
topila, tako da smo pod znižanim tlakom uparili do tretjine začetnega volumna reakcijske 
zmesi. Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc, v katerem je topen produkt, nato pa smo najprej 
spirali z destilirano vodo in se tako znebili stranskih produktov, topnih v vodi. Sledilo je 
spiranje s kislino, s katero smo protonirali bazične spojine, ki so se zato izločile v vodno 
fazo. Na koncu smo organsko fazo sušili s spiranjem z nasičeno raztopino NaCl in z 
dodatkom Na2SO4. Produkt 9 smo nato očistili s kolonsko kromatografijo.  
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Dobili smo čisto spojino, izolirali pa smo tudi nekaj frakcij nečistot. Za dve izmed njih (19, 
20), ki sta bili po masi največji, smo posneli 1H NMR spekter in določili njuno strukturo. 
 
 
 
Izkoristek reakcije je bil zelo slab, in sicer 13 %, glavna razloga za to pa sta bila slaba topnost 
v THF in precejšnje izgube zaradi retencije na silikagelu. V naslednjih ponovitvah reakcije 
smo poskušali topnost izboljšati. Ugotovili smo, da je topnost zelo dobra v destilirani vodi, 
vendar je z vidika stabilnosti reakcije neugodno topilo, saj CbzCl v prisotnosti vode razpada. 
Topnost v MeOH in EtOH je bila primerljiva s topnostjo v THF. Poskusili smo tudi najprej 
v reakcijo dodati piridin, saj je bila topnost v samem piridinu boljša, vendar se je po dodatku 
THF topnost zopet zmanjšala, poleg tega je bil izkoristek te reakcije nižji v primerjavi z 
osnovnim postopkom. 
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5.4 Ciklizacija β-laktamskega obroča 
 
 
 
V četrti stopnji smo sintetizirali ključen element končne spojine, to je β-laktamski obroč. 
Postopek oksidativne ciklizacije nenasičenih hidroksamatov s pomočjo broma in kalijevega 
karbonata, ki smo ga uporabili pri naši sintezi, je bil že predhodno opisan v člankih. Reakcija 
poteka po mehanizmu intramolekularne elektrofilne adicije. Baza oz. bazična sol (K2CO3) 
odcepi proton na dušiku, hkrati pa tudi poveča polarizacijo vezi v molekuli broma, kar 
omogoči elektrofilno adicijo broma na alilni del molekule. Pri tem pride do tvorbe 
intermediata, ki je v obliki iona dvojčka (zwitterion), ki se nato intramolekularno ciklizira. 
Bromidni ion reagira s kalijevim in dobimo sol KBr (Shema 4) (29). 
 
 
Shema 4: Mehanizem ciklizacije β-laktamskega obroča. Prirejeno po viru (29). 
 
Pred začetkom reakcije smo spojino 9 raztopili v CH3CN, v katerem se je popolnoma 
raztopila. Dodali smo K2CO3 in pustili mešati 5 minut. Nato smo dodali še destilirano vodo, 
v kateri se K2CO3 raztaplja, vendar je kljub temu ostal del neraztopljen na dnu bučke. Po 5 
minutah smo počasi, po kapljicah dodajali raztopino broma (Br2 smo raztopili v CH3CN) pri 
tem se je reakcijska zmes obarvala oranžno. Po dodatku celotne količine broma smo reakcijo 
pustili mešati 1 minuto, nato pa je sledila izolacija.  
Uspešnost ciklizacije smo spremljali s TLC. Za detekcijo spojin smo uporabljali UV lučko 
in orositveni reagent ninhidrin. Spojina 10 je zaradi neneasičenega aromatskega obroča in 
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dvojne vezi vidna pod UV lučko pri λ=254 nm. Zaradi prisotne aminske skupine se je po 
orositvi z ninhidrinom in segrevanju obarvala. Lisa ciklizirane spojine je bolj nepolarna, zato 
je potovala višje kot izhodna spojina 9. 
Pri ekstrakciji smo v reakcijsko zmes najprej dodali EtOAc, nato pa smo spirali z destilirano 
vodo. Pri spiranju z vodo smo se znebili nastalega KBr in nezreagiranega K2CO3. Sledilo je 
spiranje z Na2SO3, s katerim smo presežek broma reducirali do bromidnih ionov. Na koncu 
smo organsko fazo sušili s spiranjem z nasičeno raztopino NaCl in sušilnim sredstvom 
Na2SO4. Z ekstrakcijo se nismo uspeli znebiti vseh nečistot zato smo v naslednjem koraku 
izvedli kolonsko kromatografijo, s katero smo uspeli popolnoma očistiti spojino, kar smo 
potrdili z analizo 1H NMR-spektra. 
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5.5 Odstranitev zaščite s katalitskim hidrogeniranjem 
 
 
 
Za odstranitev Cbz zaščitne skupine smo uporabili metodo katalitskega hidrogeniranja, s 
katero dosežemo selektivno odstranitev te skupine. Metoda katalitskega hidrogeniranja je 
zelo ugodna, saj poteka zelo hitro, selektivno, poleg tega dosega visoke izkoristke in zato z 
njo ne izgubljamo spojine. Splošni potek katalitskega hidrogeniranja je prikazan na Shema 
5. 
 
 
Shema 5: Splošna shema katalitskega hidrogeniranja. Prirejeno po viru (32). 
 
Bučko smo najprej prepihali z inertnim argonom, reakcijo pa smo izvajali pod vodikovo 
atmosfero. Odsotnost zračnega kisika je zelo pomembna, saj je katalizator Pd/C zelo 
reaktiven in lahko pride ob stiku z zračnim kisikom do vžiga. Poleg tega tvori vodik z zrakom 
eksplozivno zmes in bi ob prisotnosti vira vžiga eksplodiral. Reakcijo smo spremljali s TLC 
in jo po treh urah in pol, ko je na TLC kromatogramu lisa izhodne spojine izginila, prekinili. 
Lisa nastale spojine je bolj nepolarna in je zato potovala višje, po orositvi z ninhidrinom se 
je zaradi aminske skupine lisa obarvala. Strukture nastale spojine zaradi nestabilnosti nismo 
potrdili z NMR analizo in smo takoj nadaljevali z naslednjo sintezno stopnjo. 
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5.6 Williamsova sinteza etrov 
 
 
 
Po uspešni odstranitvi zaščitne skupine je sledila sinteza spojine, ki ima v svoji strukturi 
vezan alil bromid. Reakcija poteka po mehanizmu Williamsonove sinteze (Shema 6). Za 
sintezo etrov po tem mehanizmu potrebujemo alkoholat in alkilhalogenid. Reakcijo 
pospešimo z dodatkom baze, ki nase veže proton iz hidroksilne skupine in s tem aktivira 
kisik za nukleofilni napad. Nastali alkoksid v naslednji stopnji napade halogenoalkan. Brom 
se v obeh primerih kot dobra izstopajoča skupina odcepi in s kalijevimi ioni tvori stranski 
produkt KBr (25). 
 
 
Shema 6: Nukleofilna substitucija (SN2). Prirejeno po viru (25). 
 
Reakcijo smo izvajali v inertni atmosferi in v brezvodnih pogojih, zato smo kot topilo 
uporabili brezvodni CH3CN, v katerem smo najprej raztopili spojino 11. Dodali smo K2CO3 
in takoj za tem alil bromid ter mešali na sobni temperaturi 24 h, nato je sledila izolacija. 
Produkt se je po dodatku destilirane vode raztopil, zato smo vodno fazo ekstrahirali z 
dietiletrom. Ekstrakcijo smo morali narediti zelo hitro, saj je v vodi zelo dobro topen K2CO3, 
ki je zaradi svojih bazičnih lastnosti močno povišal pH vodne faze. V bazičnem je naš 
produkt nestabilen, zato smo ga želeli čim hitreje prenesti v organsko fazo. Na koncu smo 
organsko fazo sušili s spiranjem z nasičeno raztopino NaCl in z dodatkom Na2SO4. Vsem 
spojinam smo nato oddestilirali topilo pod znižanim tlakom, pri sobni temperaturi, zaradi 
možne nestabilnosti nastale spojine pri višji temperaturi.  
 
Uspešnost vezave alil bromida smo spremljali tako, da smo opazovali izginjanje lise začetne 
spojine s TLC. Spojina 2 namreč ni vidna pod UV lučko, prav tako se ne obarva z 
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ninhidrinom. Posneli smo NMR spekter in pri analizi 1H NMR spektra ugotovili, da je 
sintetizirana spojina čista in zato ni bilo potrebno dodatno čiščenje.  
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5.7 Vezava substituentov 4, 5 in 6 na osnovno spojino 
 
 
 
V naslednji stopnji smo na sintetizirano spojino 2 vezali različne derivate, na mesto C4 
azetidin-2-ona, da bi omogočili dodatne povezave s tarčnim encimom. Reakcija poteka po 
mehanizmu nukleofilne substitucije (SN2) (Shema 7). 
 
 
Shema 7: Nukleofilna substitucija (SN2). Prirejeno po viru (25). 
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Reakcijo smo izvedli v enakih pogojih in po enakem postopku kot prejšnjo. Prav tako je 
enako potekal postopek ekstrakcije. Uspešnost vezave substituentov smo spremljali s TLC. 
Za detekcijo spojin smo uporabljali UV lučko in orositveni reagent ninhidrin. Spojine so 
zaradi nenasičenega aromatskega obroča in dvojne vezi vidne pod UV lučko pri λ=254 nm. 
Zaradi aminske skupine so se po orositvi z ninhidrinom in segrevanju, pri čemer je nastal 
sekundarni amin, obarvale. TLC se potrdila, da produkti niso čisti, saj so bile poleg lise 
produkta vidne še druge lise.  
 
Spojine 12, 13, 21 smo očistili s kolonsko kromatografijo, zato smo morali najprej poiskati 
primerno mobilno fazo, kjer bo Rf spojine, ki jo želimo izolirati, med 0,2 in 0,3. Kot mobilno 
fazo za kolonsko kromatografijo spojine 21 smo izbrali EtOAc in heksan v razmerju 3:2. S 
kolonsko kromatografijo nismo uspeli dovolj očistiti spojine. Možna vzroka za to sta bila 
izbira premajhne kolone ali nanos prevelikega volumna vzorca, kar je povzročilo, da so se 
lise razširile in se spojine med seboj niso ločile. Združili smo enake frakcije in oddestilirali 
mobilno fazo pod znižanim tlakom. Naredili smo NMR analizo posameznih frakcij, kjer 
nismo uspeli najti naše spojine. S kolono smo uspeli izolirati nekaj čiste izhodne spojine, 
zato smo poskusili ponovno nastaviti reakcijo. Reakcijo smo izvedli po enakem postopku 
kot prvič, s to razliko, da smo bučko z reakcijsko zmesjo segrevali na oljni kopeli pri 40 °C. 
S povišanjem temperature smo želeli pospešiti reakcijo, saj se število trkov med molekulami 
z višanjem temperature poveča in bi tako lažje zreagirale med seboj. Po treh urah smo 
reakcijo ustavili in dodali CH2Cl. Pri tem je iz raztopine izpadel nezreagirani tiol 4, kar smo 
kasneje tudi potrdili z NMR analizo. Zmes smo nato filtrirali skozi filter papir, da smo 
odstranili oborino, preostanku pa smo oddestilirali topilo in ga analizirali na NMR. Pri 
analizi spektra smo ugotovili, da je to izhodna spojina. 
 
Odločili smo se, da naredimo še eno kolono in poskušamo ločiti spojine iz prve kolone med 
seboj. Masa zmesi je bila za eno tretjino manjša kot masa, ki smo jo nanesli na prvo kolono, 
vendar smo kljub temu uporabili enako kolono. Uporabili smo tudi drugo mobilno fazo, in 
sicer smo izbrali zmes EtOAc in heksana v razmerju 1:1. Spojine so zaradi bolj nepolarne 
mobilne faze potovale počasneje in so se pri tem uspešno ločile. Izolirali smo zelo majhne 
frakcije in jih analizirali z 1H NMR. Nobena izmed izoliranih frakcij ni ustrezala želeni 
spojini. Med izoliranimi frakcijami je bila zopet izhodna spojina, kar nakazuje na to, da 
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reakcija ni potekla. Razlog za neuspešno vezavo so lahko kisli centri pri spojini 4, in sterična 
oviranost, ki je onemogočala vezavo na želenem mestu.  
 
Za spojini 12 in 13 se je kot najprimernejša izkazala mobilna faza sestavljena iz EtOAc in 
heksana v razmerju 1:3. S kolonsko kromatografijo smo uspeli pridobiti čiste spojine, kar 
smo dokazali z analizo 1H NMR spektra. Izkoristek obeh reakcij je bil okoli 75 %, kar je 
verjetno posledica retencije spojin na koloni. Z obema spojinama smo nadaljevali v 
naslednjo sintezno stopnjo.   
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5.8 Odstranitev alilne skupine in vezava tosilklorida 
 
 
 
 
 
 
V naslednji stopnji smo spojinama 12 in 13 odstranili vezano alilno skupino in pripeli tosilno 
skupino. Pri reakcijah lahko kot katalizator uporabimo Pd(OAc)2. Pd ima v tej obliki naboj 
2+, ki pa je neaktiven, zato ga je treba reducirati do aktivne oblike z nabojem 0. Do takšne 
pretvorbe lahko pride in situ (Shema 8). Redukcijo lahko dosežemo z amini, fosfini, alkeni 
in organskimi kovinami, kot so DIBAL-H, butil litij ali trialkilaluminij (26).  
 
 
Shema 8: In situ redukcija Pd(2+) v Pd(0). Prirejeno po viru (26). 
 
Za našo sintezo smo najprej posebej v bučki pripravili raztopino Pd(OAc)2 in PPh3 v MeOH 
in jo mešali 30 minut na sobni temperaturi. Pri tem je potekla aktivacija paladija, ki smo ga 
nato dodali z raztopino, v kateri smo združili 1,3-dimetil barbiturno kislino in spojino 12 oz. 
13. Reakcijo smo izvajali v argonovi atmosferi na sobni temperaturi. Paladij je kataliziral 
odstranitev alilne skupine in vezavo protona, ki ga je oddala barbiturna kislina, na kisik. 
Potek reakcije smo spremljali s TLC in produkte detektirali s pomočjo UV lučke in 
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orositvenega reagenta ninhidrina. Mehanizem poteka reakcije je za spojino 14 prikazan na 
Shema 9. 
 
 
Shema 9: Mehanizem sinteze spojine 14. Prirejeno po viru (26). 
 
Sledila je vezava tosil klorida, ki je uspešno potekla po mehanizmu nukleofilne substitucije 
(SN2). Reakcijo smo izvajali kratek čas, saj se reakcija po določenem času obrne nazaj v 
smer nastajanja reaktanta. 
  
Saša Turk                                                                                                                            Magistrska naloga 
47 
 
5.9 Vezava azidne skupine na C3 
 
 
 
Enajsto stopnjo sinteze smo izvedli na spojini 15. Mehanizem poteka reakcije ni točno 
poznan, gre pa najverjetneje za sočasno vezavo azida in redukcijo N-O vezi. Za reakcijo je 
potrebna baza, ki veže proton, nastane enolat. Sledi napad azidnega aniona in posledična 
cepitev N-O vezi Shema 10 (33).  
 
 
Shema 10: Možni mehanizem nastanka spojine 18. Prirejeno po viru (33). 
 
Reakcijo smo spremljali s TLC in jo po 24 urah prekinili. Spojino 18 smo uspešno očistili s 
kolonsko kromatografijo in pridobili 37 mg čiste spojine. 
 
Zaradi zelo nizkih izkoristkov reakcij (predvsem tretje stopnje) smo sintezo na tej stopnji 
zaključili. Do analoga končne spojine 3 bi morali izvesti še tri sintezne stopnje, kar pa je bilo 
zaradi nizke mase končnega produkta nemogoče.  
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5.10 Optimizacija sinteze 
 
Sintezo smo poskušali izboljšati na različne načine. Najprej smo skušali skrajšati sintezo za 
štiri stopnje, tako da bi neposredno na ciklizirano spojino uvedli azidno skupino. Tej reakciji 
bi nato sledila samo še odstranitev zaščitne skupine in izolirali bi končno spojino.  
 
 
 
Reakcijo smo izvedli po enakem postopku kot pri sintezi spojine 18. Reakcijo smo spremljali 
s TLC in jo po 24 urah, ko je lisa izhodne spojine izginila, prekinili. Na TLC je bilo vidnih 
zelo veliko lis, zato smo se odločili, da bomo izvedli kolonsko kromatografijo, s katero bomo 
spojino očistili. Kot najprimernejša mobilna faza se je izkazala zmes EtOAc in heksana v 
razmerju 1:14. Izolirali smo tri najmočneje obarvane lise in naredili analizo NMR. Po analizi 
1H spektra NMR smo ugotovili, da nobena izmed izoliranih spojin ne predstavlja naše želene 
spojine, iz spektrov tudi nismo uspeli določiti katere spojine so nastale. 
 
Sintezo smo poskušali izboljšati tudi tako, da smo poskušali pridobiti spojino 10, ne da bi 
predhodno očistili spojino 9. Pri čiščenju spojine 9 je prišlo do največjih izgub in bi lahko 
na takšen način prihranili več spojine za naslednje reakcije. Izvedli smo ciklizacijo 
neočiščene spojine 9 po običajnem postopku, nato pa naredili kolonsko kromatografijo. 
Izolirali smo liso, ki naj bi predstavljala spojino 10 in naredili analizo NMR. Po pregledu 
spektra smo ugotovili, da po takšnem postopku nismo uspeli dobiti spojine 10 in da je 
očiščenje spojine pred naslednjo reakcijo ključno.  
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6 Sklep 
Namen magistrske naloge je bil sintetizirati derivate azetidin-2-ona, ki bi bili učinkoviti 
zaviralci penicilin vezočih proteinov. Do sedaj so v literaturi večinoma opisani derivati, ki 
imajo vezane različne spojine na mestih N1 in C3, vpliv vezave različnih spojin na mesto 
C4 pa je še dokaj ne poznan in zato omogoča veliko možnosti za raziskovanje in odkrivanje 
novih učinkovin. Načrtovali smo sintezo treh spojin, ki bi imele vezane različne substituente 
ne tem mestu. 
 
Najprej smo izvedli štiristopenjsko sintezo, s katero smo pripravili β-laktamski obroč. Sledili 
sta dve sintezni stopnji do alilnega derivata, na katerega smo vezali izbrane žveplo vsebujoče 
heteroaromate. Ta stopnja je bila uspešna samo v dveh primerih, struktura tretjega reagenta 
je bila žal preveč neugodna za vezavo in smo bili zato neuspešni. Štiristopenjski sintezi je 
sledila še dvo oz. trostopenjska sinteza, do končnih spojin. 
 
Težavo, povezano s slabimi izkoristki reakcij, smo poskušali rešiti tako, da smo izvedli 
poskusno sintezo, kjer smo želeli neposredno na ciklizirano spojino vezati azidno skupino. 
Na ta način bi se izognili izgubi spojine med sinteznimi stopnjami in retenciji spojine na 
koloni pri čiščenju. Prav tako je bila neuspešna ciklizacija spojine, ki je predhodno nismo 
očistili s kolonsko kromatografijo. Žal iz NMR spektra nismo uspeli potrditi, da je nastala 
katera koli od želenih spojin. 
 
Zaradi možnosti sinteze spojin, ki bi bile lahko učinkovite proti odpornim bakterijskim 
sevom, bi bilo smiselno celoten postopek sinteze optimizirati tako, da bi lahko uspešno 
sintezirali končne spojine. To bi lahko dosegli z zmanjšanjem števila potrebnih sinteznih 
stopenj ali optimizacijo posameznih stopenj, tako da bi bili izkoristki reakcij višji. 
 
Ne glede na neuspešnost celotne štirinajst stopenjske sinteze pa smo pripravili derivate, ki 
strukturno ustrezajo zaviralcem β-laktamaz in bodo na Katedri za farmacevtsko kemijo v 
prihodnje tudi biokemijsko ovrednoteni. 
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